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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung bestimmter Desoxyribonukleins&ure Sequenzen (DNA-Sequenzen) 
sowie bestimmter Pflanzen, die diese DNA-Sequenzen enthalten, zum Auffinden chemischerSubstanzen, welche 

5 pflanzliche Abwehrmechanismen induzieren konnea 

Die meisten heute bekannten Pflanzenschutzmittel entfalten eine unmittelbare Wirkung gegen die jeweils zu 
bekampfenden Schadlinge. Viele Pflanzen verfugen Dber eigene Abwehrmechanismen, die mehr oder weniger 
ausgepragt, bei einem Befall durch Schadlinge, insbesondere durch die hierbei auftretenden Verwundungen des 
Pflanzengewebes induziert werden. Diese natttrliche Induktion von Pflanzenabwehrmechanismen reicht jedoch 

io bei einem Schadlingsbefall meist nicht aus, um grdBere Schaden zu verhindem, da ihre Wirkung haufig erst mit 
Verzogerung eintritt, nachdem bereits erhebliche Schaden entstanden sindGezielte PflanzenschutzmaBnahmen 
sind daher in Landwirtschaft und Gartenbau nicht verzichtbar. Da jedoch angestrebt wird, die naturlichen 
Abwehrmechanismen verstarkt in den Pflanzenschutz einzubeziehen, ist es erforderlich, chemischc Stoffe (syn- 
thetische oder naturliche niedermolekulare Stoffe) aufzufinden, die nach einer gezielten und rechtzeitigen 

15 Anwendung geeignet sind, die pflanzeneigenen Abwehrmechanismen (z. B. Bildung von Stoffen, die fur die 
Schadlinge toxisch sind oder die Schadlinge repellieren oder von Stoffen, die Gewebsnekrosen erzeugen und 
somit die weitere Verbreitung der Schadlinge verhindern) in einem genugenden MaBe und ausreichend rasch zu 
induzieren, ohne hierbei unerwunschte Wirkungen hervorzurufen. 
Das Auffinden solcher geeigneter chemischer Stoffe hat sich bisher als schwierig und aufwendig erwiesen. Es 

20 besteht daher ein starkes Bedurfnis, einfach durchzuf Qhrende Testmethoden zu entwickeln, ura chemische Stoffe 
auch in groBem Umf ang auf ihr entsprechendes Induktionsvermogen zu testen. 

Es ist bereits bekannt, bestimmte DNA-Sequenzen in das Genom von Pflanzen einzubauen, welche einen 
Promotor, der durch chemische Stoffe beeinflufit wird und eine Sequenz, welche ftir ein Enzym, das leicht 
nachweisbar ist codiert, enthalten und die so erhaltenen Pflanzen auf die Induzierbarkeit der Promotoren durch 

25 chemische Stoffe zu testen (vgL EP-A 0 332 104). Die vorbeschriebenen Testsysteme verwenden jedoch alle 
sogenannte PR ("pathogen related")-Promotoren, welche, auSer auf Pathogene, nicht nur auf chemische Stoffe 
sondern auch auf andere abiotische Stimuli (wie z. B. Verwundung, Warme oder Belichtung, Iicht/Dunkel-Zy- 
klen, Schwermetalle) reagieren. Diese Testsysteme sind somit relativ storanfallig und kdnnen in einem erhebli- 
chen MaBe zu Fehlinterpretationen und somit zu unrichtigen Ergebnissen fiihren. 

30 Es wurde nun gefunden, daB das in MoL Gen. Genet (1993) 236 : 179—186 (N. Martini et al.) beschriebene 
DNA-Konstrukt, welches die unter der Bezeichnung EG 27 beschriebene DNA-Sequenz und zusatzlich die 
rbcS-3C Sequenz aus Erbse als 3'-Terminatorsequenz enthalt, wobei dieses Konstrukt im folgenden "DNA-Se- 
quenz I" genannt werden soil, in besonders vorteilhafter Weise verwendet werden kann, um chemische Stoffe 
aufzufmden, die geeignet sein konnen, pflanzeneigene Abwehrmechanismen gegen Pflanzenschadlinge zu indu- 

35 zieren. Dieser Befund war auBerordentlich uberraschend, weil die Autoren dieser Publikation ausdriicklich 
darauf hinwiesen, daB der eingesetzte, aus Kartoffel stammende, prpl-l Promotor spezifisch nur durch Pathoge- 
ne und nicht durch pflanzenfremde abiotische Faktoren induziert werden kann. Bei Kenntnis dieser Publikation 
wSre eigentlich zu erwarten gewesen, daB die beschriebene DNA-Sequenz nicht auf chemische Stoffe als 
abiotischen Faktor in der gewunschten Art spezifisch reagieren wurde. Die DNA-Sequenz I wird auch in der 

40 WO 93/19 188 beschrieben, wo sie im Zusammenhang mit der Erzeugung von Pflanzen verwendet wurde, die 
gegen Pilzbefalf eine erhdhte Resistenz aufweisen. 

Unter chemischen Stoffen sollen im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung synthetische oder in der 
Natur vorkommende organische Verbindungen, vorzugsweise niedermolekulare organische Stoffe, verstanden 
werden, ganz besonders bevorzugt solche, welche nicht natiirlich in Pflanzen als Elicitoren (also als Abwehrstof- 

45 fe bzw. Abwehrmechanismen induzierende Substanzen) vorkommen und ganz besonders hervorgehoben solche, 
welche nicht naturiich in Pflanzen auftreten. Besonders bevorzugt sind synthetische organische niedermolekula- 
re Stoffe, die nicht in der Natur vorkommen. 

Bei der erfindungsgem&B verwendbaren DNA-Sequenz I handelt es sich um eine DNA-Sequenz, die aus den 
folgenden vier Bestandteilen besteht, die in direkter 5'-3'-Orientierung aufeinanderfolgen: 

50 

1. Eine Region des prpl-l Promotors von Position — 402 bis — 130 (272 bp). 

2. Eine sich daran anschlieBende Region (TATA box-Region) des CaMV 35S RNA Promotors (Positionen — 
46bis + 8). 

3. Die sich hieran anschlieBende fur p-Glucuronidase codierende Region des E coli uidA Gens (GUS Gen). 
55 4. Die sich daran anschlieBende Terminationssequenz des rbcS-3C Gens aus Erbse (Pisum sativum). 

Der prpl-l Promotor ist aus der oben aufgefuhrten Publikation bekannt Der CaMV (Cauliflower mosaic 
virus) 35S Promotor sowie die rbcS-3C-Sequenz aus Erbse sind ebenf alls aus der Literatur bekannt (vgl. Benfey 
und Chua, 1990 Science 250: 959-960 und Fluhr et al, EMBO Journal VoL 5, No. 9, 2063-2071, 1986). Das GUS 

eo Gen und seine Verwendung als Reporter-Gen wurden in der US-Patentschrif t Nr. 5 268 463 sowie in Jefferson et 
al, Proa Natl Acad. Scu USA, VoL 83, 8447-8451 beschrieben. Wie bereits erwahnt, wird das als DNA-Sequenz 
I bezeichnete Konstrukt in MoL Gen. Genet ( 1 993) 236 : 179—1 86 sowie in der WO 93/ 1 9 188 beschrieben. 

Der Escherichia coli Stamm E coli GSpEtVgus 27-1 enthalt das Plasmid pETVgus27- 1, welches die erfindungs- 
gemaB verwendbare DNA-Sequenz 1 tragi Dieser E. coli Stamm wurde bei der Deutschen Sammlung von 

65 Mikroorganismen (DSM), Mascheroder Weg lb, D-38124 Braunschweig, Bundesrepublik Deutschland in Ober- 
einstimmung mit den Bestimmungen des Budapester Vertrages Qber die Internationale Anerkennung der Hin- 
terlegung von Mikroorganismen fur die Zwecke von Patentverfahren hinterlegt Er erhielt die Hinterlegungs- 
nummer DSM 9627 (Hinterlegungsdatum: 20.1 2.1994). 
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Das Plasmid pETVgus27-l,sein Aufbau, seine Zusammensetzung sowie seine Verwendung zur Erzeugung von 
transgenen Kartoffelpflanzen werden ebenfails in MoL Gen. Genet (1993) 236: 179— 186 beschrieben. Es kann 
nach den allgemein ublichen Methoden aus dem E. coli Samm GSpEtVgus 27-1 isoliert werden. 

Unter dem Begriff DNA-Sequenz I wird die aus den oben aufgefiihrten Bcstandteilen 1. bis 4. zusammenge- 
setzte DNA-Sequenz verstanden. Dieser Begriff schlieBt jedoch auch von der DNA-Sequenz I abgeleitete 5 
DNA-Sequenzen ein. Abgeleitete DNA-Sequenzen sind solche DNA-Sequenzen, die im wesentlichen der DNA- 
Sequenz I entsprechen und erfindungsgemaB verwendet werden konnen. Es handelt sich bierbei beispielsweise 
um D N A-Abschnitte, die die DNA-Sequenz I so enthalten, daB ihre erf indungsgem&Be Funktion nicht oder nicht 
wesentlich beeintrachtigt ist Soiche DN A-Abschnitte konnen beispielsweise entstehen, wenn die DNA-Sequenz 
I aus einem grSBeren DNA-Stuck mit Hilfe von Restriktionsenzymen herausgeschnitten wird. Die DNA-Se- 10 
quenz I kann auch an ihren Enden solche DNA-Sequenzen tragen, welche fur Dire Handhabung jeweils angepaBt 
sind (z. B. sogenannte linker"). Weiterhin konnen in der DNA-Sequenz 1 eine oder mehrere DNAs oder 
DNA-Abschnitte durch andere im wesentlichen gleichwirkende DNAs oder DNA-Abschnitte ersetzt sein, wie 
sich dies z. B. aus der Variation von DNA aufgnmd der Degeneriemng des genetischen Codes ergeben kann. 

Zur erfindungsgemaBen Verwendung wird die DNA-Sequenz I in das Genom von Pflanzen eingebaut. Die is 
hierbei entstehenden transgenen Pflanzen oder Teile dieser Pflanzen, wie Blatter, Stengel, Wurzeln, Bltiten und 
Samen oder deren Teile oder Zellen (einschlieBHch Protoplasten), Kalli usw. werden mit den auf ihre induzieren- 
de Wirksamkeit hin zu untersuchenden cheraischen Stoffen in Beriihrung gebracht Falls eine solche induzieren- 
de Wirksamkeit vorliegt, wird durch die GUS Sequenz das Enzym ^-Glucuronidase gebildet, welches bzw. 
dessen Aktivitat nach den ublichen Methoden qualitativ oder quantitativ bestimmt werden kann. Auf diese 20 
Weise ist es mdglich, einfach durchzufuhrende Testsysteme aufzubauen, mit deren Hilfe auch groBere Zahlen 
von Testsubstanzen relativ schnell und sicher auf ihre induzierenden Eigenschaften gepriift werden konnen. Ein 
besonderer Vorteil dieses Testsystems liegt auch darin, daB Stoffe mit einem positiven Befund nicht nur den 
prpl-1 Promotor aktivieren, sondern generell geeignet sind, auch andere Promotoren von pflanzlichen Schad- 
Hngsabwehr-Genen, insbesondere PR-Proraotoren, zu induzieren. Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Methode 25 
konnen somit aus einer Vielzahl von chemischen Stoffen rasch und zuverlassig geeignete Verbindungen ermit- 
telt werden, die dann gegebenenfalls gezielt zu weiteren Untersuchungen eingesetzt werden kSnnen. Die 
vorliegende Erfindung betrifft somit eine Testmethode, gemaB welcher mit Hilfe eines einfachen Routineverfah- 
rens aus einer Vielzahl von organischen Verbindungen solche selektiert werden konnen, die pflanzliche Schad- 
lingsabwehr-Gene induzieren kdnnen und welche somit als Pflanzenschutzmittel zur Schadlingsbekampfung in 30 
Frage kommen. Bei den zu induzierenden pflanzlichen Abwehr-Genen handelt es sich vorzugsweise um Gene, 
die fur die Abwehr der Pflanzen gegen einen Befall durch phytopathogene mikrobielle Schadlinge, vorzugsweise 
durch Pilze, Bakterien oder Viren, besonders bevorzugt durch phytopathogene Pilze verantwortlich sind. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch die Verwendung von transgenen Pflanzen oder Pflanzenteilen, 
die die DNA-Sequenz I oder eine davon abgeleitete DNA-Sequenz in ihrem Genom enthalten, zum Auffinden 35 
von chemischen Stoffen, die geeignet sein kflnnen, pflanzeneigene Abwehrmechanismen gegen Pflanzenschad- 
linge zu induzieren. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung somit auch ein Verf ahren zum Auffinden von chemischen Stoffen, 
die geeignet sein konnen, pflanzeneigene Abwehrmechanismen gegen Pflanzenschadlinge zu induzieren, wel- 
ches dadurch gekennzeichnet ist, daB man transgene Pflanzen oder Pflanzenteile, die in ihrem Genom die 40 
DNA-Sequenz I oder eine davon abgeleitete DNA-Sequenz enthalten, mit den auf ihre induzierende Wirksam- 
keit zu untersuchenden chemischen Stoffen in Beruhrung bringt, und die Stoffe, die eine erhohte Expression von 
P-Glucuronidase hervorrufen, auswahlt 

Als erfindungsgemaB verwendbare Testpflanzen, welche die DNA-Sequenz I in ihrem Genom enthalten, 
konnen praktisch alle Pflanzen herangezogen werden. Vorzugsweise wird man solche Pflanzen einsetzen, bei 45 
denen die aufgefundenen Resist enzinduktoren zur Schadlingsbekampfung verwendet werden sollen. Hierzu 
gehoren vor allem Pflanzen, die fur Landwirtschaft und Forsten, fur den Zierpflanzenanbau,den Heilpflanzenan- 
bau und die Pflanzenzucht von Interesse sind Besonders bevorzugt werden jedoch als Testpflanzen solche 
Pflanzen eingesetzt, welche in einem Testlabor leicht zu handhaben sind und sich auch rasch und einfach 
vermehren lassea Als ganz besonders bevorzugte transgene Pflanzen seien Arabidopsis thaliana, Tomate und 50 
Tabak, insbesondere Tabak genannt Bei Kenntnis des Standes der Technik war es, wie oben ausgefuhrt, 
uberraschend, daB der erfindungsgemaB eingesetzte Promotor auf abiotische Einfltisse reagiert Es war daniber 
hinaus auch nicht vorhersehbar und muB ebenso als uberraschend angesehen werden, daB der erfindungsgemaB 
einsetzbare Promotor nicht nur in Kartoffel (Herkunft des prpl-1 -Promotors), sondern praktisch in alien Pflan- 
zen die erfindungsgemaB nutzbare Wirkung entfaltet 55 

Zur vorliegenden Erfindung geh6ren auch neue Pflanzen (einschlieBHch der Pflanzenteile und Vermehrungs- 
material, wie Samen, Ableger, Knolien, Zellen, Protoplasten, Kalli usw.) , die in ihrem Genom die DNA-Sequenz I 
enthalten. Zu den neuen Pflanzen zahlen alle Pflanzen, ausschlieBlich die bereits aus MoL Gen. Genet (1993) 
236:179—186 bekannte Kartoffel. Bevorzugte erfindungsgemaBe neue Pflanzen sind Arabidopsis thaliana, 
Tomate und Tabak, ganz bevorzugt Tabak. 60 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung der neuen erfindungsgemaren transge- 
nen Pflanzen (einschlieBHch der Pflanzenteile und des Vermehrungsmaterials), welches dadurch gekennzeichnet 
ist, daB man 

(a) die DNA-Sequenz I oder eine davon abgeleitete DNA-Sequenz in das Genom von Pflanzenzellen 65 
(einschlieBHch Protoplasten) einsetzt und gegebenenfalls, 

(b) aus den transformierten Pflanzenzellen vollstandige transformierte Pflanzen regeneriert und gegebe- 
nenfalls vermehrt, und gegebenenfalls 
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(c) von den so erhaltenen transgenen Pflanzen der Elterngeneration oder weiterer daraus gewonnenen 
Generationen die gewUnschten Pflanzenteile einschlieBlich Vermehrungsmaterial gewinnt 

Die Verfahrensschritte (a), (b), und (c) konnen nach bekannten Verfahren und Methoden in ublicher Weise 
5 durchgefuhrt werden. 

Zur vorliegenden Erfindung gehdrt auch ein Test-"Kit", also eine Zusammenstellung der benotigten GerSte, 
Reagentien und Vermehrungsmaterial zur Heranzucht der transgenen Testpflanzen, mit deren Hilfe die erfin- 
dungsgemSBe Testmethode ohne weiteres durchgefuhrt werden kann. Der Test-"Kif enthalt vorzugsweise die 
Gerate und Reagentien, die normalerweise in den einschlfigigen Testlabors nicht routinemaBig zur Verfugung 

io stehen. Vorzugsweise enthalt der Test-^Kif Vermehrungsmaterial (vorzugsweise Samen) der erfindungsgemaB 
verwendbaren transgenen Pflanzen, Gewebekulturschalen mit Tragernetzen (Siebgewebe), das Anzuchtmedi- 
ura, GUS-Extraktionspuffer, MethylumbeUiferylglucuronid, Mikrotiterplatten, gegebenenfalls ein Fluoreszenz- 
Plattenlesegerat, eines Sagerat und sonstige ReaktionsgefaBe, insbesondere den Samen der Testpflanzea 
Zur DurchfUhrung der Testmethode werden die zu testenden organisch chemischen Stoffe vorzugsweise in 

15 Wasser geldst Bei in Wasser schwerldslichen Stoffen wird vorzugsweise zunachst eine Ldsung in einem physio- 
logisch vertraglichen organischen Losungsmittel, wie Aceton, Dimethylformamid, Dimethyls ulfoxid, Methanol 
oder Ethanol hergestellt Diese Losung wird anschlieBend mit Wasser verdUnnt Vorzugsweise soil die Testlo- 
sung weniger als 5% (Gewichtsprozente), besonders bevorzugt weniger als 1% organisches Losungsmittel 
enthaltea 

20 Die Konzentration der Testsubstanzen in der Testlosung kann Dber einen weiten Bereich schwanken und 
hangt ab von der Loslichkeit der Testsubstanzen und den jeweiligen Details der Testdurchfiihrung, z, B. der 
Empfindlichkeit der Testpflanzen oder der fur den Test ausgewahlten Pflanzenteile und kann durch den Fach- 
mann in einfachen Routineversuchen, z. B. mit Hilfe bekannter Resistenzinduktoren, wie z. B. Na-Salicylat, 
Dichlorisonikotinsaure oder Probenazol ermittelt werdea Diese Substanzen konnen auch verwendet werden, 

25 urn das Testsystem auf seine Funktionsfahigkeit zu uberprufen und zu kalibrieren sowie hinsichtlich der jeweili- 
gen Gegebenheiten zu optimierea Vorzugsweise werden die Testsubstanzen m einer Konzentration von 5 uJM 
bis 20 000 u,M, besonders bevorzugt von 100 uM bis 10 000 u.M und ganz besonders bevorzugt von 50 nM bis 
5000 p.M eingesetzt Im Falle stark saurer oder stark basischer Verbindungen kann es zweckmaBig sein, den 
pH-Wert durch die Zugabe der Ublichen Puf ferldsungen in einen physiologisch annehmbaren Bereich zu bringen 

30 (vorzugsweise pH 4,5 bis 7$\ Im allgemeinen ist eine solche pH-Werteinstellung jedoch nicht erforderlich. Fur 
eine oberflachige Anwendung kann zur besseren Benetzung des Pflanzenmaterials auch eines der ublichen 
Netzmittel hinzugefiigt werden, wobei darauf zu achten ist, daB das eingesetzte Netzmittel selbst keine induzie- 
renden Eigenschaften aufweist. 
Wie bereits oben ausgefuhrt wurde, konnen fur die erfindungsgeraaBe Testmethode die Testpflanzen in Form 

35 der vollstandigen Pflanzen oder aber in Form von Pflanzenteilen, vorzugsweise in Form von Blattern, Blatteilen 
oder Stengeln bzw. Teilen von Stengeln eingesetzt werden. Die Testpflanzen, welche als solche oder in Form von 
Pflanzenteilen oder von daraus gewonnenen Teilen (z. B. Blattstuckchen) eingesetzt werden, sotlten wenigstens 
das 4-Blattstadium erreicht haben, also wenigstens erste nach den Keimblattern wachsende voll ausgebildete 
Blatter aufweisen. Bei Tabak wird dieses Stadium, ausgehend von Samen, abhangig von den vorliegenden 

40 Bedingungen (beispielsweise bei 2l°C) nach etwa 14 bis 21 Tagen erreicht Gegebenenfalls kann es zweckmaBig 
seia die jungen Pflanzen in der Anzuchtperiode vor allzu groBer Wasserverdunstung, z. B. durch Abdecken, zu 
schiitzen. Die GroBe und das Alter der Testpflanzen kann weitgehend variiert werdea ZweckmaBigerweise und 
vorzugsweise verwendet man kleine und junge Pflanzen, welche das 4-Blattstadium oder das darauf folgende 
Wachstumsstadium erreicht haben. Besonders bevorzugt werden die Testpflanzen im 4-BIattstadium eingesetzt. 

45 Die geldsten Testsubstanzen konnen in beltebiger Weise mit den Pflanzen oder dem Pflanzenmaterial in 
Kontakt gebracht werden, z. B. durch Aufspriihen oder Aufpinseln. Das Pflanzenmaterial kann auch in die 
Losungen der Testsubstanzen eingetaucht oder eingelegt werden. Neben diesen Methoden der oberflachigen 
Aufbringung, ist es auch mdglich, eine Aufnahme der Testsubstanzen fiber die Wurzeln oder Leitungsbahnen der 
Pflanze oder Pflanzenteile zu erreichea Hierzu werden die Wurzeln der intakten Pflanzen, Pflanzenstengel oder 

50 Blattstiele in die Testlosungen fur eine ausreichend lange Zeit, die die Aufnahme der Testsubstanzen erlaubt, 
eingetaucht Vorzugsweise erfolgt die Applikation iiber die Wurzela Die Einwirkzeit liegt vorzugsweise zwi- 
schen 1 und 96, besonders bevorzugt zwischen 2 und 72 und ganz besonders bevorzugt zwischen 24 und 
48 Stundea Die Inkubation erfolgt vorzugsweise unter normaler Belichtung oder Belichtung in einem ublichen 
Lichtschrank, wobei zweckmaBigerweise der fiir die Pflanzen Qbliche Licht-Dunkel-Rhythmus (z. B. 16 h Licht, 

55 8h Dunkel) eingehalten wird. Die Inkubation wird vorzugsweise bei Temperaturen zwischen 15 und 30* C, 
besonders bevorzugt zwischen 18 und 28° C vorgenommea Nach der Inkubation kann die Glucuronidaseaktivi- 
tfit direkt bestimmt werden oder das Material, z, B. tiefgefroren fur eine spatere Auswertung aufbewahrt 
werdea 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden fur den Test ausgestanzte Blattscheiben (z. B. 

6o Durchmesser: 5 bis 10 mm) von vollausgebildeten Blattern der transgenen Pflanzen, vorzugsweise Tabakpflan- 
zen» eingesetzt Die Blattscheiben werden in die Losungen der Testsubstanzen eingelegt (beispielsweise k6nnen 
die Testlosungen in den Vertiefungen von ublichen Lochplatten enthalten sein, in die die Blattscheiben eingelegt 
werden). Die Inkubation wird, wie oben beschrieben, durchgefuhrt (z, B. 24 h bei 25° C im Lichtschrank mit einem 
16 h Licht, 8 h Dunkel Rhythmus). 

65 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung erfolgt die Applikation der Testsubstanzen 
uber die Wurzeln von jungen Testpflanzen, vorzugsweise Tabakpflanzen, welche vorzugsweise im 4-BIattstadi- 
um vorliegen. Die Substanzen werden hierbei durch die Wurzel aufgenommen und uber das Leitgewebe in der 
Pflanze verteilt Nach der, wie oben beschrieben erfolgtea Inkubation, werden die Wurzeln entfernt und 
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verworfen. Dcr Rest der Pflanzen wird fur die Glucuronidaseaktivitatsbestimmung verwendet 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden zunachstjunge Testpflanzen, vorzugs- 
weise Tabakpflanzen, dadurch erzeugt, daB man Samen auf kleine Netze bzw. Siebgewebe auflegt, die auf einer 
geeigneten Nahrlosung (z. B. Linsmaier-Skoog (LS)*Medium) schwimmen. Das Material dieser Netze soli leicht 
genug sein, daB sie auf der Testlfisung schwimmen konnea AIs besonders geeignet hat sich ein Netzgewebe bzw. 5 
Siebgewebe aus Poiypropylen erwiesen, welches zugleich den Vorteil einer leichten Sterilisierbarkeit aufweist 
Die GroBe der Netze hangt zweckmaBigerweise von der GroBe der jeweiligen Beh&ltnisse ab, die die Testldsung 
enthalteiL Die Maschenweite der Netze muB so gewahlt werden, daB die Samen der verwendeten Testpflanzen 
nicht hindurch fallen kfinnen. AIs BehSltnisse fur die Nahrlosung konnen hierbei ubliche Lochplatten (z. B. 
Microther Platten) verwendet werden (welche beispielsweise einen Durchmesser von etwa 25 mm aufweisen 10 
und 3 bis 4 ml Testlosung aufnehmen konnen). Man laBt die Samen unter den iiblichen Bedingungen (beispiels- 
weise bei einer Temperatur von 21° C) auskeimen und die kleinen Pflanzen solange wachsen, bis die Wurzeln in 
die Nfihrlosung gewachsen sind Etwa 10 bis 30 Tage nach dem Auskeimen, also nachdem das 4-Blattstadium 
erreicht wurde, wird das Nahrmedium durch die TestsubstanzIGsungen ersetzt Nach der, wie oben beschrieben, 
durchgefuhrten Inkubation werden die Wurzeln der kleinen Pflanzen abgetrennt und verworfen- Der Rest des 15 
Pflanzenmateriats wird fur die Auswertung verwendet 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform der Erfindung erfolgt die Keimung der Samen, vorzugsweise 
Tabaksamen, ebenfalls, wie oben beschrieben, auf kleinen Netzen, die auf dem Nahrmedium schwimmen. Die 
Applikation der Testsubstanzen erfolgt jedoch Uber die Blatter, indem man die kleinen Pflanzen (mit dem 
TrSgernetz entnimmt, umdreht und den oberen Teil ("kopfuber") in die Testlosung eintaucht Die Inkubation 20 
erfolgt, wie oben beschrieben. Auch in diesem Fall wird der Wurzelteil abgetrennt und verworfen und der 
restliche Teil fur die Auswertung verwendet 

Die Bestimmung der Glucuronidase, die gebildet wird, falls die entsprechende Testsubstanz fiber Schadlings- 
resistenz-Gen-induzierende Eigenschaften aufweist, erfolgt m bekannter Weise oder nach allgemein ublichen 
Mcthoden (vgl. EP-A 0 332 104 und US-Patentschrift Nr. 5 268 463), vorzugsweise uber die Bestimmung der 25 
Enzymaktivitat Fur die Untersuchung einer grttBeren Zahl von Testsubstanzen hat sich die bekannte Bestim- 
mungsmethode mit Hilfe des fluorometrisch meBbaren Methylumbelliferylglucuronid als besonders zweckm&- 
Big erwiesen. Eine besonders gunstige Ausfuhrungsform der Bestimmung der Glucuronidaseaktivitat wird unten 
beschrieben (vgl. experimentellerTeil). 

Falls sich bei der DurchfQhrung der erfindungsgemaBen Testmethode ein Wert ergibt, der wenigstens 2- bis 30 
lOfach hoher liegt, als der Wert, der nur mit Wasser als Testldsung erhalten wird, welches gegebenenfalls das 
verwendete organische Losungsmittel und/oder das verwendete oberflachenaktive Mittel in der entsprechen- 
den Konzentration enthalt, liegt eine Testsubstanz vor, von der auszugehen ist, daB sie die gesuchten induzieren- 
den Eigenschaften aufweist. Die Hohe der gemessenen GUS-Aktivitat On pMol MU/mg Protein) korreliert 
meist mit der Starke des Induktionsvermdgens der jeweiligen Testsubstanz, 35 

Transgene Pflanzen, die die DNA-Sequenz I in ihrem Genom enthalten und die fiir die erfindungsgemaBe 
Testmethode als Testpflanzen verwendet werden konnen, sind nach den allgemein ublichen Methoden erhaltlich. 
Die Erzeugung entsprechender Kartoffel-Pflanzen wird in Mot Genu Genet (1993) 236: 179— 186 beschrieben. 
Fur die Transformation der Pflanzen kann in besonders vorteiihafter Weise das Plasmid pETVgus27-l direkt 
eingesetzt werden, so daB es demnach nicht erforderlich ist, die Sequenz I zu isolieren. In entsprechender Weise 40 
konnen auch die erfindungsgemaBen neuen transgenen Pflanzen erhalten werden. 

Eine Anzahl verschiedener Methoden steht zur Verfugung,die DNA-Sequenz 1 in das genetische Material von 
Pflanzen bzw. Pflanzenzellen einzusetzen, wie bereits ausgefuhrt, kann der DNA-Transfer nach den allgemein 
ublichen bekanmen Methoden erfolgen, wobei der Fachmann die jeweils geeignete Methode ohne Schwierig- 
keiten ermitteln und durchfuhren kann. 45 

Alle im vorliegenden Text aufgefuhrten Prozentangaben beziehen sich, wenn nichts anderes angegeben auf 
Gewichtsprozente. 

Das erfindungsgemaBe Testverfahren sowie die Erzeugung der erfindungsgemaB verwendbaren transgenen 
Pflanzen soil durch die folgenden, nicht beschrankend wirkenden Beispiele erlautert werden. 

50 

Beispiele 
I. Beispiel A (Testverfahren) 
1. Test an Blattscheiben von transgenen prpl- 1/GUS Tabakpflanzen 55 



WaBrige Testldsungen verschiedener zu testender Chemikalien/Wirkstoffe werden in die Vertiefungen von 
Mikrotiter Platten aliquotiert, z. B. 500 ui in die Vertiefung einer 24 Loch Platte. Mit einera Korkbohrer werden 
Blattscheiben von vollausgebildeten Blattern ausgestanzt, z. B. 7 mm Durchmesser. Die Blatter stammen von 
Gewachshauspflanzen oder von sterilen in vitro Pflanzen (Regenerate von Transform ationen). Blattscheiben bo 
werden in die mit Testlosung gefullten Vertiefungen der Lochplatten eingelegt und bei 25° C im Lichtschrank fur 
z. B. 24 h inkubiert (1 6 h Licht, 8 h Dunkel). 

Nach Inkubation werden die Blattscheiben in flGssig Stickstoff eingefroren und bei - 80°C gelagert 

2. Test an Keimlingen von transgenen prpI-I/GUS Tabakpflanzen S5 

Anzucht: 

6-Loch Microuter Platten (Falcon®), werden mit 4 ml Linsmaier-Skoog (LS)-Medium (Linsmaier und Skoog 
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1965) pro Vertiefung gefiillt Passend geschnittenes, autoklaviertes Polypropylen Sieb geweb e (PP-Netze) mit 
500 pm Maschenweite wird auf das LS-Medium aufgelegt Das Siebgewebe schwimmt auf der Fiussigkeit 4 
Tabaksamen pro Vertiefung werden auf die Netzchen aufgelegt Die Samen haben mit dem Medium durch die 
Maschen Beruhrung und konnen quellen und keimen. 
5 Keimung und Wachstum erfolgt bei 2l°C im Lichtschrank (16 h licht/ 8 h Dunkel Rhythmus) fur 14 bis 21 
Tage. Die Platten werden mit den zugehdrigen Deckeln abgedeckt und zusatzlich sehlich mit einer farbiosen, 
lichtdurchlassigen Folie (z. B. Parafilm™) abgeklebt, urn das Verdunsten des Mediums zu verhindern. Nach 
Keimung der Samen nach ca. 7 Tagen bei den beschriebenen Versuchsbedingungen wachsen die Wurzeln ins 
Medium, die Blatter in den verbliebenen Luftraum. Es entstehen Minipflanzen, mit 4—6 Blattent 

10 

3* Applikation von Testsubstanzen 



14—21 Tage nach Keimung der Samen auf den PP-Netzen wird das LS-Medium abgesaugt und durch waBrige 
Ldsung ersetzt, die die Testsubstanzen in einer Konzentration von 100 pM— 1 mM enthalt Die Inkubation 
ts erfolgt bei 25° C im Lichtschrank (16 h Licht/8 h Dunkel) fiir 24 h und 48 h. Die Substanzen werden durch die 
Wurzel aufgenommen und uber das Leitgewebe in der Pflanze verteiit Urn die Transpiration und damit die 
Wirkstoffaufnahme zu verbessern wird die Mikrotiterplatte wahrend der Wirkstoff applikation nicht mit der 
Folie (Parafilm™) umschlossen. 
Eine Biattapplikation ist bei Keimung auf PP-Netzen ebenfalls moglich. Die Tragernetze werden hierzu mit 
20 Keimlingen entnommen und kopfuber in eine Testidsung eingetaucht Die Substanzaufnahme kann durch 
Anlegen eines Vakuums (Vakuuminflltration) erleichtert werden. 

Nach Inkubation mit Testsubstanzen werden die Keimlinge mittels Skalpell von den Wurzeln abgeschnitten, 
in Polypropylen-RShrchen uberfuhrt, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei — 80° C gelagert Die 
Wurzeln derTabakkeimlinge werden verworfen. 

25 

4. Aufarbeitung des Pflanzenmaterials, Herstellung eines Proteinrohextraktes 

Das gefrorene Pflanzenmaterial wird in GUS-Extraktionspuffer mittels eines Homogenisators (z. B, Kinema- 
tica®) aufgeschlossen. Zelltrummer werden durch 15miniitige Zentrif ligation bei Raumtemperatur und 13 000 g 
30 sedimentiert Der waBrige Oberstand wird abgehoben und fur die Bestimmung der GUS-Enzymaktivitat und 
Bestimmung des Proteingehalts eingesetzt 

GUS-Extraktionspuffer: 50 mM Na-Phosphat pH = 7.0, 10 mM EDTA, 10 mM 2-MercaptoethanoI, 0.1% 
ungeladenes Detergens (Triton X-100), 0,1% Na-Laurylsarkosin. 



35 Proteinbestimmung 

Die Proteinbestimmung in den Rohextrakten erfolgte nach Bradford M.H, 1976 Anal Biochem. 72, 248—254. 
Eichsubstanz ist Rinderserumalbumin. 



40 5.GUS-Enzymtest 

100 ul Proteinrohextrakt werden mit 100 pi GUS-Extraktionspuffer und 4 jil 50 mM Methylumbelliferylglucu- 
ronid (MUG) gemischt Endkonzentration des GUS-Substrates MUG im Enzymtest ist 1 mM. 100 pi des 
Reaktionsgemisches werden zu 900 ul 0,2 M Na2C0 3 gegeben, wodurch die Enzymreaktion der P-Glucuronidase 

45 gestoppt wird (0 Min.-Wert). Die restlichen 100 ul des Ansatzes werden bei 37° C inkubiert Durch Zugabe von 
900 pi 0,2 M Na2CC>3 wird die Enzymreaktion nach 60 Min. abgestoppt (60 Min.-Wert). Das durch Glukuronidab- 
spaltung entstandene Methylumbelliferon wird im Fluoreszenz-Spektrometer bei einer Anregungswellenlange 
von 365 run und Emissionswellenlange von 455 nm nachgewiesen. Aus der Differenz der Fluoreszenz nach 
60 Minuten und 0 Minuten Reaktionszeit kann die gebildete Menge (in pMol) an Methyumbelliferon durch im 

so Extrakt befindliche p-GIukuronidase bestimmt werden. Eichsubstanz ist kaufliches Methylumbelliferon von 
Sigma. 

Die spezifische Enzymaktivitat errechnet sich aus pMol Methylumbelliferon pro Minute pro mg Protein. 
Nahere Angaben zu verwendeten Reagenzien undGeraten: 

55 Falcon™ 



Becton Dickinson & Company 
Lincoln Park NJ. 07035 USA 

eo Parafilm™ 



American Can. Ca Greenwich CT. 06830 USA 

4-Methylumbeliiferyl-p-D-glukuronid Dihydrat 

65 

BioSynth AG, 9422 Staad, Schweiz 
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Methylumbelliferon und Triton X-100 

M 1508, Sigma- Aldrich Vertriebs GMBH, 82039 Deisenhofen 
Sigma Chemical Company, St. Louis M.0. 63178 USA 

EDTA 

Ethyldinitrilotetraessigsaure Dinatriurasalz 
E Merck, DSlOO-Darmstadt, BRD 

N-Laurylsarkosin 

Sigma L51 25 

Linsmaier-Bednar and Skoog Plant salts 

Serva 47513 
Serva Feinbiochemica, 69042 Heidelberg, BRD 

Versuchsergebnisse 

a) GUS-Aktivitat in transgenen prpl-I/GUS Tabakkeimlingen nach Wurzelappiikation von Wirkstoffen und 

Inkubation von 6, 24 und 48 Std. 



GUS-Aktivitat in pMol Methylumbelliferon/Minute/mg Protein 



Testsubstanzen 


Molaritat 


6h 


24 h 


48 h 


H20 Kontrolle 




116 


182 


116 


Na-Salicylat 


10 mM 


1009 


1852 


1173 


Na-Salicylat 


5 mM 


969 


1802 


2361 


Chlorsalicylat 


1 mM 


859 


1424 


1988 


1 % Aceton Kontrolle 




54 


82 


87 


Dichlorisonikontinsaure 


1 mM 


831 


1905 


3013 


0,5 % DMF Kontrolle 




37 


60 


136 


Probenazol 


1 mM 


107 


380 


1120 
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Stimulierungsfaktoren in transgenen Wirkstoff-behandelten Keimlingen 
Jeweilige Ldsungsmittelkontrolle ist gleich 1 gesetzt 



Testsubstanzen 


Molaritat 


6 h 


24 h 


48 h 


H20 Kontrolle 




1 


1 


1 


Na-Salicylat 


10 mM 


9 


10 


10 


Na-Salicylat 


5 mM 


8 


10 


20 


Chlorsalicylat 


1 inM 


7. 


8 


17 


1 % Aceton Kontrolle 




1 


1 


1 


Dichlorisonikontinsaure 


1 mM 


15 


23 


35 


0,5 % DMF Kontrolle 




1 


1 


I 


Probenazol 


1 mM 


3 


6 


8 



b) GUS-Aktivitat in Blattscheiben von transgenen prpH/GUSTabakpflanzen nach 24stttndiger Inkubation in 

Natriumsalicylat in pMol/min/mg Protein 



Pflanze 


Salicylat (10 mM in 
Phosphatpuffer 


Phosphatpuffer/ 
Kontrolle 


Stimulationsfaktor 
Salicylat/PhosphaipufFer 


1 


9 100 


480 


19x 


2 


10 200 


750 


14x 


3 


4 600 


240 


19x 


4 


5 900 


320 


18x 


5 


4 900 


320 


15x 


6 


11 100 


640 


17x 


7 


3 600 


270 


13x 


8 


13 200 


680 


19x 


9 


12 600 


670 


19x 


10 


5 200 


280 


19x 



II. Beispiel B (Erzeugung von transgenen Pflanzen) 

I . Transformation von Tabak 

a) Kultur von Tabaksprossen und Isolierung vonTabakprotopIasten 

Nicotiana tabacum (Petit Havana SRI) wird als sterile SproBkultur auf hormonfreiem LS Medium (Unsmaier 
und Skoog 1965) vermehrt In Abstanden von ca. 6—8 Wochen werden SproBabschnitte auf frisches LS-Medium 
umgesetzt Die SproBkuhuren werden bei 12 h Licht (1000—3000 Lux) in einem Kulturraum bei 24— 26°C 
gehalten. 

Fiir die Isolierung von Blattprotoplasten werden ca. 2 g Blatter (ca. 3—5 cm lang) mit einer frischen Rasierklin- 
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ge in kleine Stttcke (0,5 cm x 1 cm) geschnitten. Das Blattmaterial wird in 20 ml Enzymlosung, bestehend aus K3 
Medium (Nagy und Maliga 1976), 0,4 m Saccharose, pH 5,6, 2% Zellulase RIO (Serva), 0,5% Macerozym RIO 
(Serva) fur 14 — 16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Protoplasten durch Filtration iiber 
0,30 mm und 0,1 mm Stahlsiebe von Zellresten getrennt Das Filtrat wird 10 Minuten lang bei 100 x g zentrifu- 
giert Wahrend dieser Zentrifugation flotieren intakte Protoplasten und sammeln sich in einer Bande am oberen 5 
Rand der Enzyml5sung. Das Pellet aus Zellresten und die Enzymlosung werden mit einer Glaskapillare abge- 
saugt Die vorgereinigten Protoplasten werden mit frischem K3 Medium (0,4 M Saccharose a Is Osmotikum) auf 
10 ml aufgefullt und erneut Hotiert Das Waschmedium wird abgesaugt und die Protoplasten werden fur Kultur 
oder folgende Infektion mit Agrobakterien (Kokultur) auf 1 -2 x lOVml verdiinnt Die Protoplastenkonzentra- 
tion wird in einer Zahlkammer bestimmt to 

b) Transformation von regenerierendenTabakprotoplasten durch Kokultur mit Agrobacterium tumefaciens 

Es wird im folgenden die Methode von Marton et al. 1979 mit kleinen Veranderungen benutzt Die Protopla- 
sten werden wie beschrieben isoliert und in einer Dichte von 1—2 x lOVml in K3 Medium (0,4 M Saccharose, is 
0,1 mg/l NAA, 0,2 mg/l Kinetin) 2 Tage im Dunkeln und ein bis zwei Tage lang unter Schwachlicht (500 lux) bei 
26° C inkubiert Sobald die erst en Teilungen der Protoplasten auftreten, werden 30 pi einer Agrobakteriums- 
uspension des Stammes GV3 101C58CIp MP90RK: pETVgus27-l oder eines anderen geeigneten Agrobakte- 
rienstammes, der pETVgus27-l enthalt, in minimal A (Am) Medium (Dichte ca. i(P Agrobakterien/ml) zu 3 mi 
regenerierenden Protoplasten gegeben. Die Kokulturdauer betragt 3—4 Tage bei 20° C im Dunkem. Danach 20 
werden die Tabakzellen in 12 ml Zentrifugenrohrchen gefutlt, mit Seewasser (600 mOsm/kg) auf 10 ml verdiinnt 
und bei 60 x g 10 Minuten lang pelletiert Dieser Waschvorgang wird noch 1 —2 x wiederholt urn den groBten 
Teil der Agrobakterien zu entfemen. Die Zellsuspension wird in einer Dichte von 5 x tOVml in K3 Medium 
(03 m Saccharose) mit 1 mg/l NAA (Naphthyl-I-essigsaure), 0,2 mg/l Kinetin und 500 mg/i des Cephalosporin- 
Antibiotikums Cefotaxira kultiviert Die Zellsuspension wird jede Woche mit frischem K3 Medium verdiinnt und 25 
der osmotische Wert des Mediums graduell um 0,05 m Saccharose (ca- 60 mOsm/kg) pro Woche reduziert. Die 
Selektion mit Hygromycin (30 mg/l) Hygromycin B wird 2—3 Wochen nach der Kokultur in Agarose "bead type 
culture" (Shillito et al 1983) gestartet. Hygromycinresistente Kolonien kflnnen 3—4 Wochen nach Beginn der 
Selektion vom Hintergrund zuriickgebliebener Kolonien unterschieden werden. 

30 

c) Direkte Transformation von Tabakprotoplasten mit DNA. Calciumnitrat-PEG Transformation 

In einer Petrischale werden ca. 10 6 Protoplasten in 180 pi K3 Medium mit 20 uj waBriger DNA-L6sung, 
welche 0,5 ng/1 des Plasmids pETVgus27-l und 0,5 ug/ 1 pLGV neo 2103 (Hain et al. 1985) enthalt, vorsichtig 
gemischt AnschlieBend werden 200 \i\ Fusionslosung (0,1 m Calciumnitrat, 0,45 M Mannit, 25% Polyethylengiy- 35 
kol (PEG 6000), pH 9) vorsichtig zugegeben. Nach 15 Minuten werden 5 ml Waschldsung (0,275 M Calciumnitrat 
pH 6) addiert und nach weiteren 5 Minuten werden die Protoplasten in ein Zentrifugenrohrchen transferiert und 
bei 60 x g pelliert Das Pellet wird in einer kleinen Menge K3 Medium aufgenommen und wie im nachsten 
Abschnitt beschrieben kultiviert. Altemattv konnen die Protoplasten nach Hain et al. 1985 transformiert werden. 

40 

d) Kultur der mit DNA inkubierten Protoplasten und Selektion hygromycinresistenter Kalli 

Fur die im folgenden beschriebene Kultur und Selektion Hygromycin resistenter Kolonien wird eine modifi- 
zierte "Bead Type culture'-Technik (Shillito et al. 1983) verwendet. Eine Woche nach Behandlung der Protopla- 
sten mit DNA (vgl. c) werden 3 ml der Zellsuspension mit 3 ml K3 Medium (6,3 M Saccharose + Hormone; 1,2% 45 
(Seaplaque) LMT Agarose (low melting agarose, Marine Colloids) in 5 cm Petrischalen gemischt Fur diesen 
Zweck wird Agarose trocken autoklaviert und nach Zugabe von K3 Medium im Mikroweilenherd kurz aufge- 
kocht Nach Erstarren der Agarose werden die Agarosescheiben ("beads") mit den eingebetteten Tabakmikro- 
kalli fur weitere Kultur und Selektion in 10 cm Petrischalen transferiert und je 10 ml K3 Medium (0,3 M 
Saccharose, 1 mg/l NAA, 0,2 mg/I Kinetin) und 25 mg/l Hygromycin (Sigma) addiert so 

Das Flflssigmedium wird jede Woche gewechselt Dabei wird der osmotische Wert des Mediums stufenweise 
herabgesetzt 

Pro Woche wird das Austauschmedium (K3 + Km) um 0,05 m an Saccharose (ca. 60 mOsm) reduziert 
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Schema der Selektion hygroraycinresistenterTabakkoIonien nach DNA Transformation 

0,4 M 0,3 M 0,25 M 0,20 M 0,15 M 0,10 M Saccharose 

im 

Flussigme- 
dium 



A E S H 



1 2 3 4 5 6 Wochen 

nach DNA- 
Aufhahme 



(K3 Medium 1 mg/1 NAA, 0,2 mg/1 Kinetin) 



A = DNA Aufhahme 

E = Einbettung in Agarose 

S = Selektion mit Hygromycin (100 mg/1 Hygromycin B) 
H = Hygromycinresistente Kolonien konnen vom Hintergrand eindeutig unter- 
schieden werden* 

e) Regeneration hygromycinrestistenter Pflanzen 

Sobald die hygromycinmycinrestistenten IColonien einen Durchmesser von ca. 0,5 cm erreicht haben, wird die 
Halfte auf Regenerationsmedium (LS-Mediura, 2% Saccharose, 03 mg/i Benzylaminopurin BAP) gesetzt und 
bei 12 h Licht (3000— 5000 lux) und 24°C im Kulturraum gehalten. Die andere Halfte wird als Kalluskultur auf LS 
Medium mit 1 mg/1 NAA, 0,2 mg/1 Kinetin, 0,1 mg/1 BAP und 100 mg/l Hygromycin B propagiert. Wenn die 
regenerierten Sprosse ca. 1 cm groB sind, werden sie abgeschnitten und auf 1/2 LS Medium (1% Saccharose, 
0,8% Agar)ohne Wachstumsregulatoren zur Bewurzelung gesetzt. Die Sprosse werden auf 1/2 MS- Medium mit 
25 mg/1 Hygromycin B (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) bewurzelt und spater in Erde umge- 
setzt 

Die Fl bzw. F2 Generation dieser Regenerate werden als Testpflanzen verwendet 

f) Transformation von Blattscheiben durch Agrobacterium tumefaciens 

Fur die Transformation von Blattscheiben (Horsch et aL 1985) werden ca. 2— 3 cm iange Blatter von sterilen 
SproBkulturen in Scheiben von 1 cm Durchmesser gestanzt und mit einer Suspension entsprechender Agrobak- 
terien, GV3101 C58CIpMP90RK::pETVgus27-l, (ca. lOVml) (vgl. b) in Am-Medium, siehe unten) fur ca. 5 Minu- 
ten inkubiert. Die infizierten Blattstficke werden auf MS-Medium (siehe unten) ohne Hormone fur 3 —4 Tage bei 
ca. 24° C gehalten. Wahrend dieser Zeit uberwachst Agrobakterium die Blattstficke. Die Blattstficke werden 
anschlieBend in MS-Medium (03 mg/ml BAP, 0,1 mg/ml NAA) gewaschen und auf das gleiche Medium (0,8% 
Agar) mit 500 g/ml Cefotaxim und 30 g/ml Hygromycin B gelegt. Nach zwei Wochen sollte das Medium erneuert 
werden. Transformierte Sprosse werden nach weiteren 2—3 Wochen sichtbar. Die Regeneration von Sprossen 
sollte parallel auch ohne Selektionsdruck durchgefuhrt werden. Die regenerierten Sprosse mussen dann durch 
biochemische Tests z. B. auf GUS-Aktivitat auf Transformation getestet werden. Auf diese Weise werden 
1 — 10% transformierte Sprosse erhaltea 

Biochemische Nachweismethode der Transformation 

In den gemaB den obigen Beispielen erhaltenen Pflanzenzellen und Pflanzen fTabak) wurde die Anwesenheit 
der DNA-Sequenz I durch Southern Blot Analyse und P-Glucuronidose-Aktivitat bestatigt, welche, wie oben 
beschrieben, bestimmt werden kann. 

Im folgenden werden einige der bei der Transformation von Pflanzen bzw. Pflanzenzellen eingesetzte Medien 
beschrieben: 
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Am-Medium 



3,5gK 2 HP0 4 
51,5gKH 2 P0 4 
0,5 g Na 3 Citrat 
0,igMgSO 4 x 7H 2 0 
lg(NH 4 )2S04 
2 g Glukose ad 1 1 

Medium fur sterile SproBkultur von Tabak 
Macro-elemente 1/2 der Konzerxtration der MS Salze 
Micro-elemente 1/2 der Konzentration der MS Salze 
Fe-EDTA Murashige und Skoog (MS) 

Myo-Inosit 
Sucrose 
Agar 

Vltamine Ca-panthotenat 

Biotin. 

Nicotinsaure 

Pyridoxin 

Thiamin 
pH 5,7 vor dem Autoklavieren 



100 mg/1 
10 mg/l 
8 g/1 
1 mg/I 
10 mg/l 
1 mg/l 
1 mg/I 
1 mg/l 
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20 



25 



30 



35 



45 



50 



55 



60 



65 
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